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LYMPHOKINE-ACTIVATED KILLER (LAK) THERAPY FOR 
ADVANCED RENAL CELL  CARCINOMA  : CLINICAL STUDY 
  ON ARTERIAL LAK THERAPY AND EXPERIMENTAL 
         STUDY ON LAK CELL ACTIVITY
Masamichi Hayakawa
From the  Deparrtment of Urology, School of Medicine, University of the Ryukyus
   Experimental and clinical studies were conducted on lymphokine-activated killer (LAK) cell 
therapy for advanced renal cell carcinoma (RCC). The traffic assay using radiolabeled LAK 
cells indicated short-term but appreciable accumulation of LAK cells in the tumor site when 
transarterially infused. By contrast, systemically infused LAK cells were localized not to the 
tumor tissue but to the lung. Therefore, we began treatment of the patients with extrapulmonary 
metastases by means of regional arterial administration of LAK cells and those who had pulmonary 
metastases by a systemic LAK therapy. Regimen of Interleukin-2 (IL-2) administration was 
 bolus infusion of  5  x 10 U IL-2 twice daily. Frequency of LAK cell administration varied from 
one to three times a week depending upon the patient's condition. Eight out of 16 metastases, 
such as bone, muscle, and lymph node metastases, in 9 patients treated by arterial LAK therapy 
showed regression. Side effects during LAK therapy were not serious. Past history of having 
chemotherapy was an unfavorable factor that could reduce the sensitivity to LAK therapy. 
   Our laboratory study showed the production of Interferon (IFN)-gamma and Tumor 
Necrosis Factor (TNF)-alpha by LAK cells when preincubated with RCC cells, which may in-
dicate the mechanism of LAK cell-mediated antitumor activity in vivo. The study also showed 
that LAK cells as well as monocytes preincubated with the supernatant of LAK cells damaged 
normal endothelial cells in vitro, which suggested the possibility that LAK therapy risks increas-
ing the frequency of brain metastasis by damaging the blood-brain barrier. Preincubation of 
RCC cells with IFN for a certain period reduced sensitivity of the cells to cytolysis by LAK 
cells in vitro. The optimum indication of regional arterial infusion therapy with LAK cells for 
advanced RCC was discussed. 
                                                 (Acta Urol. Jpn. 38: 1311-1318, 1992) 
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緒 言
lymphokine-activatedkiller(LAK)とinterleu-
kin・2(IL-2)を用 い た 養 子 免 疫療 法 はRosenber∈
ら1)の報 告 以来,い くつ か の 癌 治療 の 中心 的 施設 で試













(1)ラッ ト腎 癌 モ デ ル作 成:Lewis雄 ラ ッ トの 腎 の 自
然 発 癌RB-2腫 瘍(ボ ス トン大学 メ デ ィカル セ ンタ
rDr・R・K・Babayanか ら寄 贈)を,lmm角 で
同 系 ラ ッ トの腎 実 質 に移 植 し,腎 癌 ラ ッ トを 作 成 し
た.
(2)LAKの 誘導=ラ")ト のLAKは,脾 細 胞 を分
離 後Io6/mlに調 節 し,・lo31uのrlL-2(Hoffman
Iarsche,NewJersy)とともに 一 定期 間 培養 し誘 導
した・ ヒ トLAKは,1血 漿 分 離 装 置(IBM2997)を
用 い て えたbuffycoatから,Ficollhypaque比重
遠 心 法 で末 梢 血 リンパ球(PBL)を 分 離 し,こ れ を
5x102単位 のrlL-2(塩 野 義 製 薬 ㈱)と ともに4～
5日 間 培 養 して誘 導 した.な お,ラ ッ ト脾 細 胞 の培 養
用 メデ ィウ ムは,10%牛 胎 児 血清,o.29μg/mlのL一
グル タ ミンそ して,50μg/mlの ゲ ンタ マ イ シ ンを 含
むPRMIl640で あ る.ま た ヒ トLAKの 培 養 に は
2%AB血 清 の 他,L一 グル タ ミン,HEPES,ペ ニシ
リン,ス トレプ トマイ シ ンを 含むRPMIi640を 用
いた.
(3)LAKの 標 識:107/mlのラ ッ トLAKに400
μCi5lCrを加 えて2時 間 培 養後,メ デ ィウ ムで4回
洗 浄 した.ヒ トLAKは1.3x109/PBS50m1に 調
節 し,552μCi1111n一オ キ シ ソ(Oxin)と と もに30分
間 培 養 して 標 識 した.そ の後 自己 血 漿 で2回 洗 浄 し,
LAK動 注用 メ デ ィウ ムに溶 解 して6×106個(273
μCi)を動 注 した.な お1111n-Oxinは塩 化 イ ソ ジ ウ
ム(MIN・C13)から誘 導 した が,そ の方 法 はScheffe1
ら2)の方 法 に 準 じた.
(4)細胞傷 害 能 の測 定:腫 瘍 細 胞 や 正 常 血 管 内皮 細 胞
を5℃rで 標 識 して これ を標 的 細 胞(TC)と し,LAK
また は ヒ ト単 球(Mφ)を 作 動 細 胞(EC)と し,両
者 を 一 定 時間 培養 して,次 式 に準 じてECの 細 胞 傷
害 活性 を測 定 した,
CytotOxicity(%)
=寒 験51c・放 出(9PLU!)二」郵盤 登 数 幽 煙 墜) ×100最 大51Cr放出(c
pm)一自然51Cr放出(cpm)
な お最 大SICr放 出 は標 識TCを2%Trion・X
で 溶解 した 際 の51Cr放 出量 であ る。
(5)サイ トカ イ ンの 定 量:ECとTCを21の 割
合 で一 定 時 間 培 養 した際 の培 養 上 澄,あ る い は患 者 の
血 清 を 検 体 と して,そ のinterferon(IFN>γと
TumorNecrosisFactor(TNF)一α の力 価 を 測 定 し
た.TCと して,ヒ ト腎 腺 癌 培 養 細 胞Caki-13)ある
い は 自 己腫 瘍 細 胞 を用 いた.IFN一γ の力 価 は,ヒ ト
IFN一γ とこれ に 対 す る抗 体 で感 作 した ヒ ツ ジ 血球 と
の凝 集 反 応 に 基 づ い た 逆 受 身 赤 血 球 凝 集 反 応 キ ッ ト
(ミ ドリ十字)を 用 い て 測 定 され た.TNF一 α は 抗
TNF一α 抗 体 を用 いたElisa法(大 塚 製 薬 ㈱)で 測 定
した.
(6)血管 内皮 細 胞 の分 離:帝 王 切 開 時 に 膀 帯 を 採取
し,そ の中 の静 脈 に 生 食 水 を 加 え て血 液 成 分 を除 去 し
た.つ い で静 脈 内 に125ng/mlcollagenase溶液 を
37℃ で15分間 作 用 させ た,血 管 壁 か ら剥 離 した 細 胞
は 遠 心 に て 回 収 し,牛 胎 児 血 清(Gibco)20%を含 む
RPMIl640に 浮 遊 させ,CO2イ ンキ ュベ ータ ー内
37℃ で 静置 培 養 した4).
(7>LAK療 法:LAK開 始 数 日前 よ りrlL-2,5x
IOslUを朝 夕2回,連 日6日 間,点 滴 静 注 を開 始 し
た.動 注法 で は,直 視 下 に,あ る いはSeldinger法
に よ り経 皮 的 に カ テ ーテ ル を転 移 巣 の支 配血 管 に 挿入
した.週1～3回 の 頻 度 でPBLを 分 離 し,LAKを
遊 導 した 、LAKは,Rosenbergら1)の 療 法 に 準 じ
て,5%ヒ ト血 清 ア ル ブ ミ ン含 有0.9%食塩 水 に75,000
1UのIL-2を 加 え た 治療 用 メ デ ィウ ムに 溶 解 した.
109個前 後 のLAKの 溶 解 液(50～200m1)を週1～
3回 投 与 した.投 与 経 路 と して,肺 転 移 を 中 心 と した
9症 例 に 対 して 静 注 でLAKを 投 与 し,骨 や 軟部 組
織 の転 移 巣 を 中心 と した9例 の16転移 巣 に は 動 注 で投
与 した.LAK療 法 開 始2ヵ 月 以 降 に 画 像 診 断 に よ る
効果 判 定 を 行 った.そ してminorresponse以上 を




標識 したLAKを 注入 して,経 時的に腫瘍組織 内放
射能活挫と組織重量を測定 した(Fig.1).注入2と6
時間後では,動注群の方が,静 注群に くらべ,9単 位
あた りの腫瘍の放射能が強かった.し かし16時間後に
は両群間にほとんど差異が見られなかった.つ いで臨
床的にもLAK分 布を検討した.左 胸壁 と肋骨に転
移したRCCが 肺に著しく進展している症例に対し
て,nilnで標識したLAKを 鎖骨下動脈から注入し























































































































ち ヘ モ グ ロ ビン値 が10g/d正以 下 とな った 症 例 が44%,
血 小 板5万 以下 が22%に 見 られ た が 重 篤 な もの は なか
った.
少 数 例 なが ら,動 注 の 治療 効 果 か ら,効 果 の予 知 因
子 と予 測 され る因 子 に つ い て検 討 した(Table2).前
治療,特 に化 学 療 法 を 受 け た患 者3例 の5転 移 巣 の う
ち,4転 移 巣 がSDとPDを 示 した.腎 原発 巣 の組 織
型 でclearcellsubtypeと診 断 され た 例 が6例(12
転 移 巣),mixedsubtypeが3例(4転移 巣)で あ っ
た が,clearcellsubtypeの12転移 巣 の うち7転 移 巣
にRが 認 め られた.転 移 巣 の病 理 学 的 検 討 が な され た
のは9例 中5例 で あ り,2例 にspindlecelltypeの
RCCを 認 め た.そ の4転 移 中Rが2,PDが2で あ















3)基 礎 的 検 討
A:LAKの サ イ トカ イ ン産 生 能 一LAKをCaki-1
や 自己 腫瘍 細 胞 と一 定 時 間 培養 し,そ の 培 養上 澄 中 の
サ イ トカイ ンを定 量 した(Table3).その結 果,LAK
とCaki-1細胞 を 培 養 す る こ とに よ り,6時 間 目にす




























培養結果に比較 して低いが,同 様に6時 間後にその産
生が見られた.








Mφ を前 もって前記のLAK培 養上澄と24時間培養
すると,内 皮細 胞に対する傷害能を示すようになっ

























































































TCのLAKに 対 す る感 受 性 が 著 し く低 下 した(Fig.
4).このLAK活 性 の低 下 は101U/mlのIFN一γ を
用 いた 時 にす でに 見 られ て お り,loOIu/mlを 用 い
た場 合 はLAK活 性 が ほ ぼ50%も 抑 制 され た.な お
IFN・α も用 い てTCを 前 処 置 した場 合 も,IFN一γの
場 合 と同様 に,TCのLAKに 対 す る感 受性 が低 下
した.
考 察
腎 癌 の 治療 と して,IL-2が単独 で,あ るい はLAK
やTILと 併 用 で 用 い られ,そ の 効 果 が 現 在 検 討
され て い る段 階 であ り,い まだ そ の評 価 は定 ま って い
ない.腎 癌 に 対 す るIL-2の 効 果 を 自験 例 も含 めTa-





















































で直接的に障害することが示 されて いる.さ らに

















































IFNによる抵抗性の誘 導には,腫 瘍 細胞とIFN








































肺や リンパ節転移巣に対 し,IFNやLAK細 胞の


































































4)岸 本 拓 治,福 澤 陽 一 郎,多 田 学=人 血 管 内 皮 細
胞 に 関 す る 研 究1.初 代 細 胞 培 養 法 の 基 礎 的 検



























10)中 野 悦 次,岩 崎 明,瀬 口 利 信,ほ か;進 行 腎 癌













よ びinterleukin-2によ る 併 用 療 法 の 有 用 性 な ら














14)富 田 善 彦,木 村 元 彦,西 山 勉,ほ か=腎 癌 細 胞
株 に お け る イ ン タ ー フ ェ ロ ソ お よ び 酸 処 理 に よ る
LAK細 胞 に 対 す る 感 受 性 の 変 化 一 腫 瘍 細 胞 上 に
お け る ク ラ ス1腫 瘍 組 織 適 合 抗 原 の 発 現 と の 関
係.日 泌 尿 会 誌82(5):762-768,1991
i5)DeFriesRUandGolubSH:Characteristic
andmechanismofIFN一 γinducedprotection
ofhumantumorcellsfromlysisbylympho.
k五nc-activatedklllercells.JImmunol140=
3686-3693,1988
Y,Wi11iamsRD,et
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